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INTRODUCCIÓN: T. gondii ha desarrollado varias estrategias para evadir las 
respuestas inmunes en sus muchos hospedadores, siendo la proteína ROP5 
junto con ROP18 factores de virulencia que bloquean los mecanismos inmunes 
innatos activados por IFN-γ en células de ratón como las proteínas IRG. De 
hecho, ROP5B se une a IRGa6 para alterar su estructura y exponer residuos 
que son fosforilados por ROP18, lo que lleva a su inhibición. Se ha demostrado 
que los ratones de la India de una cepa llamada CIM pueden resistir la infección 
con parásitos RH virulentos, y este fenotipo se asoció a la proteína en tándem 
altamente polimórfica IRGb2-b1. Se ha sugerido que la hélice 4 de IRGb2-CIM, 
una estructura homóloga a la hélice de IRGa6, también sería la responsable de 
interactuar con ROP5B. Se desconoce si un péptido derivado de la hélice 4 de 
IRGb2-CIM podría reproducir la función natural de la proteína IRGb2-b1-CIM y 
disminuir de la misma manera la replicación del parásito. El objetivo del estudio 
fue identificar in silico un péptido derivado de la proteína IRGb2-b1-CIM dirigido 
a interactuar con la proteína ROP5 de Toxoplasma gondii RH y evaluar su efecto 
en el crecimiento y la viabilidad in vitro del parásito. METODOLOGÍA: Se utilizó 
un software en MATLAB para realizar un análisis de tiempo-frecuencia e 
identificar patrones energéticos que estuviesen en una misma frecuencia en 
IRGa6-BL/6 y en IRGb2-CIM en regiones correspondientes a sus hélices 4 y así 
identificar los aminoácidos responsables de la posible interacción de IRGb2-b1-
CIM con ROP5B y derivar de allí el péptido. Luego, se obtuvo un modelo del 
acoplamiento molecular entre el péptido y ROP5B para describir las posibles 
interacciones que se podrían generar. Posteriormente, se evaluó el efecto 
citotóxico en células iMEF-BL/6 mediante el ensayo de reducción de MTT, 
incubando las células durante 24 horas con concentraciones del péptido que 
iban desde 5 µM hasta 150 µM. Para evidenciar la captación en células iMEF-
BL/6, se incubaron las células durante 4 horas con 50 µM del péptido y mediante 
inmunofluorescencia indirecta usando como anticuerpo primario anti-TAT-





la interacción del péptido con ROP5B mediante una ELISA tipo sándwich 
usando un anticuerpo de captura anti-ROP5 y dos anticuerpos de detección 
anti-TAT-AF594 y anti-Conejo-HRP. Se midió el efecto en la replicación del 
parásito en células iMEF-BL/6, incubando 50 µM del péptido con células 
previamente estimuladas con IFN-γ y posteriormente infectando las células con 
parásitos RH-YFP para comparar los niveles de fluorescencia con las células 
sin péptido. Por último, se midió el efecto en la infección del parásito incubando 
e infectando al mismo tiempo las células iMEF-BL/6 con 50 µM del péptido y 
parásitos RH-YFP para comparar los niveles de fluorescencia con las células 
sin péptido. RESULTADOS: Se identificó un péptido de 20 aa derivado de la 
hélice 4 de IRGb2-CIM a través del análisis de tiempo-frecuencia que podría 
interactuar en una región próxima en la cual interactúa IRGa6 con ROP5B. El 
péptido no tuvo efecto citotóxico al no disminuir la viabilidad metabólica de las 
células iMEF-BL/6 luego de 24 horas de incubación. Este péptido tuvo un uptake 
homogéneo en las células iMEF-BL/6, y se detectó la interacción con ROP5 
mediante la ELISA tipo sándwich. El péptido redujo la replicación del parásito 
(*P = 0.0374) luego de haberse incubado 4 horas en células iMEF-BL/6 
estimuladas con IFN-γ y que se infectaron durante 24 horas con los parásitos. 
Por otro lado, el péptido no redujo la infección del parásito luego de incubar e 
infectar simultáneamente durante 1.5 y 2 horas. CONCLUSIONES: El software 
de análisis de tiempo-frecuencia predijo un péptido de 20 aa responsables de la 
posible interacción ROP5B/IRGb2-CIM y reprodujo la interacción 
ROP5B/IRGa6. El péptido no es citotóxico en células iMEF-BL/6 con 
concentraciones desde 5 µM hasta 150 µM y mostró internalización homogénea 
en dichas células. El péptido puede interactuar de una manera dependiente de 
la concentración con ROP5.  El péptido disminuyó la replicación del parásito, 
pero no la infección en células iMEF-BL/6. PALABRAS CLAVE: Toxoplasma 
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Toxoplasma gondii es un parásito protozoario intracelular obligado que 
pertenece al filo Apicomplexa. T. gondii tiene un rango de hospedadores 
extraordinariamente amplio, siendo las especies de la familia Felidae sus 
hospedadores definitivos y los animales de sangre caliente, incluidos los 
humanos, sus hospedadores intermedios (1). Alrededor de una cuarta parte de 
la población humana está infectada con T. gondii, aunque las tasas locales 
varían considerablemente (2,3). Sumado a esto, la infección por T. gondii puede 
resultar en encefalitis en los huéspedes inmunocomprometidos, coriorretinitis 
en los huéspedes inmunocompetentes o en encefalitis en los huéspedes 
infectados por vía congénita (4). La toxoplasmosis sigue siendo un desafío serio 
para la salud pública debido a que no existe una vacuna profiláctica o 
terapéutica contra la toxoplasmosis en humanos, además el tratamiento clásico 
puede tener efectos secundarios y algunas veces graves (5). 
 
El número y la diversidad genética de los parásitos juegan un papel importante 
en la virulencia de T. gondii (6,7). Unos pocos linajes predominan en Europa y 
América del Norte (generalmente conocidos como tipo I, II y III) y estas cepas 
canónicas difieren notablemente en la virulencia en cepas de ratones de 
laboratorio (8–10). Estas diferencias se deben a un pequeño número de 
proteínas polimórficas del parásito  (11–15). Sin embargo, en otras partes del 
mundo, se han aislado cepas del parásito muy diversas (10,16), y 
especialmente en América del Sur, la mayoría de los aislados se asocia con 
altas tasas de mortalidad en ratones de laboratorio (17). 
 
Las diferencias en la virulencia en ratones también pueden ser explicadas por 
la inactivación del mecanismo de resistencia de las GTPasas Relacionadas con 
la Inmundidad (IRGs).  Las IRGs están a cargo de un mecanismo esencial de 





ratones (18). Su mecanismo de acción contra cepas avirulentas de T. gondii se 
caracteriza por la acumulación de IRGs efectoras, como IRGa6, en la 
membrana de la vacuola parasitófora minutos después de la invasión causando 
una disrupción de la vacuola (19,20). Se ha demostrado en ratones knockout, 
que carecen de miembros individuales o múltiples de IRGs, una mayor 
susceptibilidad a la infección con cepas de avirulentas T. gondii (21,22). 
 
T. gondii ha desarrollado evolutivamente mecanismos de defensa de su 
vacuola, como por ejemplo las proteínas ROP cinasas (ROPs) (23) que son 
inyectadas en el citosol de la célula hospedera durante y después de la invasión, 
siendo específicamente las proteínas polimórficas ROP5 y ROP18 los que 
explican las diferencias en la virulencia entre las cepas de T. gondii en ratones 
de laboratorio infectados (14,24,25). En efecto, se ha evidenciado que el 
complejo ROP5/ROP18 desactivan las proteínas IRG efectoras del ratón, 
preservando así la integridad de la vacuola (26–28). Sin embargo, la cepa CIM 
de Mus musculus castaneus del sur de la India, de origen silvestre, es resistente 
a cepas virulentas de Eurasia, lo que lleva al enquistamiento y, por lo tanto, a la 
transmisión potencial de parásitos virulentos, gracias a una copia de la proteína 
polimórfica IRGb2-b1 que puede rescatar la función de IRGa6 y evitar su 
inactivación mediada por ROP5/ROP18 al interactuar con ROP5B e inhibir su 
función (29,30).  
 
Considerando lo anterior, es importante conocer si péptidos derivados la región 
responsable de la interacción de IRGb2-b1-CIM con ROP5B podría replicar el 
mecanismo natural de defensa anti T. gondii sin ser necesario el uso de una 
copia entera de la proteína transfectada en células derivadas de ratones de 
laboratorio que estén infectadas con cepas virulentas canónicas como la RH 
(tipo I) como se ha realizado anteriormente (30). Actualmente, no se han 
evaluado péptidos derivados de la proteína IRGb2-b1-CIM como estrategia para 





estudio se propuso identificar in silico un péptido derivado de la proteína IRGb2-
b1-CIM dirigido a interactuar con la proteína ROP5 de Toxoplasma gondii RH y 
evaluar su efecto en el crecimiento y la viabilidad in vitro del parásito, con el fin 





























2.1. Objetivo general 
 
✓ Identificar in silico un péptido derivado de la proteína IRGb2-b1-CIM dirigido 
a interactuar con la proteína ROP5 de Toxoplasma gondii RH y evaluar su 
efecto en el crecimiento y la viabilidad in vitro del parásito. 
 
2.2. Objetivos específicos 
 
✓ Identificar in silico un péptido derivado de la proteína IRGb2-b1-CIM dirigido 
a interactuar con la proteína ROP5.  
 
✓ Evaluar la interacción del péptido con ROP5 mediante una ELISA tipo 
sandwich. 
 
✓ Evaluar la actividad citotóxica del péptido en células iMEF-BL/6.  
 
✓ Evaluar el efecto del péptido sobre el crecimiento y la viabilidad de 
















3. ANTECEDENTES Y MARCO TEÓRICO 
 
3.1. Generalidades de Toxoplasma gondii (clasificación, ciclo de vida y 
estructura poblacional) 
 
T. gondii es un parásito intracelular obligado, responsable de la 
toxoplasmosis, del cual se estima que ha infectado un tercio de la población 
mundial según datos de seroprevalencia (3), y perteneciente al filo Apicomplexa, 
un filo diverso de organismos que comprende ~5.000 especies (31,32). Los 
parásitos del filo Apicomplexa se unifican por similitudes estructurales en el 
extremo apical, incluido el conoide que organiza el citoesqueleto y varios grupos 
de orgánulos secretores como roptrias, micronemas y gránulos densos (33). La 
mayoría de los parásitos de este filo son intracelulares obligados mientras que 
otros solo ingresan parcialmente a su célula huésped para residir en un estado 
"epicelular", pudiendo infectar diversos tipos de hospederos y causando 
diferentes enfermedades en humanos y animales tales como toxoplasmosis (T. 
gondii), malaria (Plasmodium), ciclosporosis (Cyclospora), criptosporidiosis 
(Cryptosporidium) (34). 
T. gondii pertenece al orden de parásitos formadores de quistes tisulares de 
los coccidios entéricos (31) y en contraste con la vía de diseminación directa 
oral-fecal de los coccidios entéricos, T. gondii se transmite mediante un ciclo de 
vida de dos huéspedes alternos, denominado ciclo heteroxeno, que se basa en 
un huésped definitivo para la transmisión sexual mientras se somete a una 
transmisión asexual en su huésped intermediario (4). Diferentes especies de 
felinos sirven como huéspedes definitivos para T. gondii (4). Brevemente, su 
ciclo comienza en los félidos, los cuales adquieren la infección por ingestión de 
quistes tisulares en ratas y otros animales infectados o por ingestión de 
ooquistes en sus heces. Los zoitos liberados en el intestino delgado de los 
felinos se someten a una multiplicación asexual (esquizogonía) que conduce a 





gametocitos masculinos y femeninos e inician el ciclo sexual (gametogonía), 
que termina en la formación de ooquistes que serán expulsados en el medio 
ambiente a través de sus heces. Estos ooquistes esporulan en el suelo días 
después de ser excretados y las personas se pueden infectar a través del 
consumo accidental de los esporozoítos presentes en los ooquistes del 
ambiente (35). Otra vía de infección para las personas es a través del consumo 
de materia fecal felina, a través del consumo de alimentos o líquidos con 
contaminación fecal, a través del consumo de carne poco cocida que contenga 
quistes infecciosos, a través del trasplante o a través de la placenta de la madre 
al feto (Figura 1) (36).  
 
Figura 1. Ciclo de vida de Toxoplasma gondii. Tomado de (35).  
 
Una razón del éxito de T. gondii es su distribución global, y a pesar del ciclo 





consiste principalmente en tres linajes clonales (denominados I, II y III 
tradicionalmente), que predominan en los aislados de Europa y América del 
Norte (10,37). Sin embargo, estudios recientes demostraron que la 
recombinación sexual, especialmente en América del Sur, desempeña un papel 
importante en la configuración de la estructura poblacional de T. gondii, 
resultando en cepas genéticamente muy diversas con altas tasas de mortalidad 
en ratones de laboratorio (10,17). 
3.2. Proteínas ROP 
 
Los parásitos del filo Apicomplexa utilizan la motilidad basada en actina junto 
con la secreción de proteínas de los organelos apicales para invadir las células 
huésped. El proceso de invasión inicia con la secreción de proteínas de las 
micronemas, que están involucradas en la unión del parásito a la membrana de 
la célula huésped (38). A continuación, se produce la secreción de las proteínas 
de unos organelos en forma de mazo, llamados roptrias. La secreción de las 
proteínas de las roptrias (ROP) se inicia muy rápidamente después del contacto 
con la célula huésped y se completa a los pocos minutos de la invasión, lo que 
implica que el contenido de las ROP es vital para la formación de la vacuola 
parasitófora (39). Las ROP juegan un papel importante en la invasión, en el 
establecimiento del ambiente óptimo para la replicación del parásito en la 
vacuola parasitófora, en la resistencia a la inmunidad innata estimulada por el 
IFN-γ y en la manipulación e intervención de vías de señalización de la célula 






Figura 2. Proteínas ROP y su efecto en las vías de señalización en células 
huésped humanas. Tomado de (40). 
3.3. Proteínas IRG (respuesta inmune murina contra T. gondii) 
 
Las IRGs son un mecanismo esencial en ratones inducible por interferón 
gamma (IFN-γ), para la resistencia temprana, basado en células contra 
patógenos intracelulares (41). Las proteínas IRG están representadas por 
aproximadamente 20 unidades codificadoras individuales en el genoma del 
ratón C57BL/6 (42).  El gen de IRG típico tiene uno o dos exones cortos no 
traducidos en el extremo 5' seguidos de un solo exón largo que codifica el marco 
de lectura abierta completo (42). Cuatro genes IRG se apartan de esta 
estructura, con dos exones largos cada uno que codifican un polipéptido de IRG, 
lo que da como resultado la expresión de proteínas que llevan dos dominios 






El mecanismo de acción de las IRGs efectoras contra T. gondii es mediante 
la estimulación previa con IFN-γ y su posterior expresión y acumulación en la 
vacuola parasitófora minutos después de la infección, que conlleva a la 
alteración de la membrana de la vacuola (43,44), seguido por la muerte del 
parásito y la muerte necrótica de la célula hospedera (45). Haciendo una 
analogía a las dinaminas, se ha sugerido una función efectora electroquímica 
de las proteínas IRG, que es responsable de formar los pliegues, la vesiculación 





La virulencia de T. gondii en ratones está directamente asociada con la 
inactivación del sistema de resistencia de las IRG. Se ha demostrado que los 
ratones knock out (KO) de una o varias IRG tienen una mayor susceptibilidad a 
la infección de cepas avirulentas de T. gondii (47,48). Una de las diferencias 
fenotípicas más notables entre las cepas es su capacidad para causar una 
infección letal con un inóculo bajo. Las cepas de tipo I causan una infección letal 
en todas las cepas de ratones de laboratorio, incluso a inóculos bajos (dosis 
letal (LD100) aproximadamente 1 parásito), mientras que las cepas de los tipos 
II y III son mucho menos virulentas (dosis letal media (LD50) ≥ 105 parásitos) 
(6,49). 
Para preservar la integridad de la vacuola parasitófora, T. gondii ha 
desarrollado en su historia evolutiva varias proteínas polimórficas efectoras de 
virulencia, que se inyectan desde orgánulos secretores (roptrias y gránulos 
densos) directamente en el citosol durante y después de la invasión de la célula 
huésped (50). Estudios genéticos mostraron que los polimorfismos en las 
proteínas ROP5 y ROP18 explican las diferencias en la virulencia y letalidad 





identificación de las funciones bioquímicas de ROP5 ayudó a explicar las 
diferencias fenotípicas entre las cepas. ROP5 actúa tanto para mejorar la 
actividad quinasa de ROP18 (52) como para unirla con su blanco (IRGa6) (53), 
manteniendo a IRGa6 en una conformación que impide su dimerización y que 




Recientemente, se ha reportado polimorfismos considerables en las 
proteínas IRG entre varias cepas de ratones silvestres (29). En el mismo 
estudio, la cepa CIM de Mus musculus castaneus del sur de la India, demostró 
ser notablemente resistente a las cepas virulentas tipo I (GT-1 y RH), al reducir 
la replicación de los taquizoitos y al sobrevivir a la infección (29) (Figura 3). En 
experimentos genéticos, la resistencia de los ratones CIM se pudo mapear a 
genes IRG altamente polimórficos ubicados en el cromosoma 11. Dentro de este 
cromosoma, uno de los miembros más polimórficos de la familia es la proteína 
IRG en tándem IRGb2-b1 (29).  
Se comprobó que en las células BL/6 estimuladas con IFN-γ transfectadas 
transitoriamente, la expresión de Irgb2-b1-CIM evitó la fosforilación de IRGa6-
BL/6 mediada por ROP5/ROP18 de la cepa RH y se relacionó con los altos 
niveles Irgb2-b1-CIM fosforilada alrededor de la membrana de la vacuola 
parasitófora (29). Es entonces que se ha postulado que IRGb2-b1-CIM puede 
bloquear la fosforilación de Irga6-BL/6 (Figura 3) uniéndose a ROP5 en la 
membrana de la vacuola parasitófora, distrayendo, en lugar de inhibir, a ROP18, 
mediante una estructura homóloga a la hélice 4 o al motivo estructural αd de 






Figura 3. Susceptibilidad y resistencia de diferentes cepas de ratón contra 
cepas virulentas tipo I de T. gondii. Una cepa típica de laboratorio como 
C57BL/6 (panel izquierdo) expresa proteínas IRG efectoras como IRGa6 que se 
fosforilan y se inactivan por un complejo formado entre ROP5 y ROP18, 
ocasionando que la respuesta inmune contra T. gondii falle y los ratones mueran 
a los pocos días de la infección.  Tomado de (55). 
3.6. Inhibidores basados en péptidos de las interacciones proteína-
proteína 
 
Las interacciones proteína-proteína se rigen por relativamente pocos 
aminoácidos en la interfaz de interacción. Los péptidos derivados de estas 
regiones de proteínas pueden servir como imitadores de una de las proteínas 
con las que interactúa un blanco en estudios estructurales o como inhibidores 
para interrumpir la interacción respectiva e investigar si es esencial para un 
patógeno o mecanismo de enfermedad (56,57). Para T. gondii solo se ha 





interacción de un complejo proteína-proteína con el objetivo de evaluar si el 
antígeno de membrana apical 1 (AMA1) y la proteína 2 del cuello de las roptrias 
(RON2) son críticas para la invasión de los esporozoítos y taquizoitos (58). En 
el anterior estudio se encontró que el tratamiento previo de los esporozoitos con 
un péptido derivado de la copia de RON2 de esporozoíto impide 
sustancialmente su invasión en las células huésped sin tener ningún efecto 
sobre los taquizoítos, y viceversa para un péptido derivado de la copia de RON2 
de taquizoito, indicando que los esporozoítos y taquizoítos utilizan un par 
distinto de proteínas parálogas de AMA1 y RON2 para la invasión en las células 
huésped (58). 
3.7. Método de espectro informativo y series de tiempo para la 
identificación de péptidos inhibidores 
 
Las fuerzas que gobiernan la interacción entre dos proteínas se encuentran 
en ciertas regiones, en los llamados dominios y/o motivos de las proteínas. 
Estos dominios/motivos se encuentran en la estructura primaria de las 
proteínas, por lo tanto, el descubrimiento de estas regiones en proteínas 
esenciales de T. gondii es importante para implementar futuras terapias que 
podrían bloquear la infección del parásito (59,60). La mayoría de las 
herramientas computacionales para inferir dominios/motivos interactivos en 
proteínas requieren de la información de la estructura 3D de los complejos de 
proteínas, de manera desfavorable, la mayoría de los complejos no tienen 
información de cristalografía, por eso las inferencias para los sitios de 
interacción se deben predecir generalmente a partir de la estructura primaria de 
las proteínas almacenadas en las bases de datos de patógenos (61). 
 
La técnica del método de espectro informativo (ISM) se basa en la estructura 
primaria de una proteína, donde cada aminoácido de la cadena primaria se 
traduce a un índice numérico para obtener una secuencia numérica y cada 





20 aminoácidos. Posteriormente, se aplica una transformada de Fourier (FT) a 
la secuencia numérica obtenida, por lo tanto, la información definida por la 
secuencia de aminoácidos en sí puede observarse en la forma de su espectro 
informativo (IS). La amplitud máxima en el IS se correlaciona con la repetición 
más alta de los patrones de motivos en la secuencia, y cada uno de los picos 
de frecuencia en el IS lleva información relevante que puede representar una 
relación funcional o de interacción. Por lo tanto, cuando se compara los IS de 
dos proteínas y ambas tienen al menos una frecuencia común con una amplitud 
alta, significa que ambas proteínas comparten alguna información que podría 
ser funcional, estructural o que ambas proteínas podrían interactuar entre sí 
(62–65). 
 
Dado que la distancia entre los átomos de Cα consecutivos en una secuencia 
de proteína es 3.8 Å, los puntos en algunas secuencias numéricas 
correspondientes se consideran equidistantes, y la secuencia numérica 
correspondiente se puede considerar una serie de tiempo. Varios estudios han 
reportado la característica de no estacionariedad de las secuencias genómicas 
y biomoleculares (66,67), por lo cual los espectros dependientes del tiempo son 
una herramienta útil para identificar características localizadas de una proteína. 
Por ejemplo, los "puntos calientes" son los aminoácidos o los motivos que más 
contribuyen a una frecuencia específica que describe una función biológica o 
una interacción (68). Cuando las proteínas se representan como una serie de 
tiempo, se pueden usar métodos para extraer información de señales a través 
del análisis espectral. Es decir, si hay ciertas periodicidades o patrones de 
repetición en dos señales, aparecen picos prominentes en sus espectros, y cada 
uno de estos picos lleva información relevante que puede representar una 








4. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
4.1. Identificación y caracterización in silico del péptido derivado de 
IRGb2-b1-CIM 
 
Se buscó identificar los aminoácidos de IRGb2-CIM responsables de la 
interacción propuesta con ROP5B (29) mediante una estrategia racional usando 
diferentes softwares y servidores online (Figura 4). Por lo cual, el primer paso 
fue reproducir la interacción IRGa6/ROP5B a través de un software en MATLAB 
R2017a. Los autores que caracterizaron la interacción IRGa6/ROP5B 
encontraron que la hélice 3 (H3), la región αd y la hélice 4 (H4) de IRGa6 median 
la interacción con ROP5B (53), así que en nuestro algoritmo se esperaba 
encontrar una energía generada por la frecuencia de la señal de H3, αd o H4. 
Posteriormente, se buscaron los posibles aminoácidos responsables de la 
hipotética interacción de IRGb2-b1-CIM con ROP5B, buscando un patrón 
energético en la H4 de IRGb2-CIM en la misma frecuencia asociada al patrón 
energético en H3, αd o H4 de IRGa6, dado que se ha propuesto que la H4 de 
IRGb2-CIM también es la región que interactúa con ROP5B (29). Finalmente, 
en el algoritmo se comparaba la misma frecuencia en IRGb2-LAB (la copia de 
la cepa de ratón de laboratorio BL/6), para comprobar que el patrón energético 
asociado a IRGa6 e IRGb2-CIM fuera producto de aminoácidos relacionados 
con la interacción y no producto de una homología de secuencia. 
 
Brevemente, los pasos del algoritmo son:  
 
1) El programa se carga con 631 descriptores moleculares de secuencia 
primaria. 
2) Las secuencias de IRGa6-LAB, IRGb2-CIM e IRGb2-LAB, se traducen en 






3) Se aplica una transformación discreta de Fourier para cada serie 
numérica.  
4) Se realiza un análisis tiempo-frecuencia para cada transformada de 
Fourier, obteniendo 631 matrices para cada proteína evaluada.   
5) Se ingresa un valor de umbral para resaltar los sitios de densidad de 
energía más altos en cada matriz y se busca si las densidades obtenidas 
para cada matriz se encuentran en una posición que coincida con los 
motivos de interacción y una frecuencia particular. Observar detalles en 
(70). 
 
Además, se predijo la estructura secundaria del péptido derivado de IRGb2-
CIM en el servidor online QUARK (71) 
(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/QUARK/) para obtener un modelo ab 
initio. Por último, se realizó un docking entre el péptido derivado de IRGb2-CIM 
y ROP5B en el servidor online ClusPro 2.0 (72) usando la opción Dock 
(https://cluspro.org/ - dejando los parámetros por defecto) y se predijeron los 
tipos de interacciones que podrían ocurrir teóricamente en el servidor online 










Figura 4. Estrategia in silico para la identificación de un péptido derivado de la 
H4 de IRGb2-CIM que pueda interactuar con ROP5B.  
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4.2. Síntesis química de los péptidos 
 
Las secuencias de péptidos se enviaron para ser sintetizados mediante la 
contratación de los servicios de Innovagen AB (Lund, Suecia). Se obtuvieron 
aproximadamente 3 mg de los péptidos NRE, TAT-NRE, TAT-Scramble y TAT-
Control; estos se sintetizaron mediante síntesis peptídica en fase sólida (SPP 
por sus singlas en inglés) y la pureza se determinó mediante HPLC analítica. La 
pureza de los péptidos fue de 95,74%, 96,67%, 95,63% y 97,10%, 
respectivamente. La masa molecular se determinó mediante espectroscopia de 
masas. 
Las modificaciones con las que se sintetizaron los péptidos (Tabla 2) fueron 
pensadas para incrementar su internalización en las células, reducir la 
citotoxicidad del péptido y aumentar su vida media. Específicamente, la N-
acetilación y la C-amidación permiten eliminar las cargas positivas y negativas 
terminales respectivamente para imitar los péptidos naturales y aumentar la 
permeabilidad celular, además aumentan la vida media del péptido al evadir 
vías de degradación como la ubiquitinación N-terminal y otras enzimas (74,75). 
La modificación con un derivado del polietilenglicol (MiniPEG1) se escogió para 
mejorar la solubilidad de los péptidos y disminuir un posible efecto 
inmunogénico, además de aumentar la estabilidad y reducir su proteólisis, lo 
que permite aumentar la vida media de los péptidos (76). Por último, el haber 
sintetizado los péptidos en conjunto con el péptido TAT,  que corresponde al 
dominio básico de la proteína TAT del VIH-1 (77,78), fue con el objetivo de 
incrementar la internalización en las células dado que es un péptido de 
penetración celular (CPP por sus singlas en inglés) que ingresa a las células 
mediante macropinocitosis y es usado en diferentes péptidos que se encuentran 






4.3. Ensayo de viabilidad metabólica in vitro en células iMEF-BL/6 
 
El efecto citotóxico de los péptidos en células iMEF-BL/6, se determinó 
mediante la medición de la viabilidad metabólica a través del ensayo de 
reducción de MTT. Se sembraron 50.000 células por pozo en placas de 48 
pozos, y al día siguiente se dejaron incubando en presencia de 50 µL de los 
péptidos NRE y TAT-Scramble durante 24 horas en concentraciones que iban 
desde 5 µM hasta 150 µM. Cumplido este tiempo, se reemplazó el medio por 
DMEM 1% SFB y se añadieron 20 µL de la solución de MTT (5 mg/mL), se 
dejaron incubando a 37 °C en oscuridad durante 4 horas. Una hora antes de 
terminar este periodo de incubación se incubaron los respectivos pozos con 50 
µL de LDH Assay Lysis Buffer (Cat No. 1862879) al 1X, tomándose como control 
negativo de viabilidad. Finalmente, se añadieron 120 µL de solvente de MTT 
(HCl 8 mM, IGEPAL 0.2%) y se pipeteó vigorosamente para lisar las células y 
disolver los cristales de formazan. Se leyó la absorbancia de la placa a una 
longitud de onda de 550 nm en el lector de placa Infinite® 200 PRO (Tecan 
Group Ltd., Suiza). 
 
4.4. Evaluación de la captación de los péptidos en células iMEF-BL/6 
 
Se realizó una inmunofluorescencia indirecta para detectar la captación de 
los péptidos en las células iMEF-BL/6. Se sembraron 50.000 células iMEF-BL/6 
por pozo en una placa de 24 pozos cubierta con cubreobjetos redondos, luego 
de 24 horas de crecimiento se recogió el medio y se dejaron incubando durante 
4 horas con 200 µL/pozo de los péptidos TAT-NRE, TAT-Scramble y TAT-
Control a una concentración de 50 µM (diluidos en DMEM 10% SFB). Cumplida 
las 4 horas, se lavaron los pozos dos veces con PBS 1X y se fijaron las células 
añadiendo 200 µL/pozo de paraformaldehído al 4% durante 30 minutos a 
temperatura ambiente. Posteriormente, se lavaron los pozos dos veces con PBS 
1X y se permeabilizaron las células añadiendo 200 µL/pozo de PBS 1X, 





Luego, se removió la solución de permeabilización y se añadieron 200 µL/pozo 
del anticuerpo primario anti-TAT-AF594 (Innovagen AB, Lund, Suecia) 1:500 y 
1:1000 (diluido en PBS 1X, saponina 0.1% y BSA 3%) durante 1 hora agitando 
a temperatura ambiente. A continuación, se lavaron los pozos dos veces 
añadiendo 1000 µL/pozo de PBS 1X y saponina 0.1% durante 5 minutos 
agitando a temperatura ambiente y se añadieron 200 µL/pozo del anticuerpo 
secundario donkey-anti-rabbit-IgG-AF488 1:1000 (Cat No. A-21206, diluido en 
PBS 1X, saponina 0.1% y BSA 3%) y 200 µL/pozo de DAPI 1:5000 (para 
contrastar el núcleo, diluido en PBS 1X, saponina 0.1% y BSA 3%) durante 30 
minutos agitando a temperatura ambiente. Finalmente, se lavaron los pozos dos 
veces añadiendo 1000 µL/pozo de PBS 1X y saponina 0.1%, se secaron los 
cubreobjetos y se fijaron a temperatura en oscuridad durante la noche en 
portaobjetos añadiendo una gota de Thermo Scientific Shandon Immu-Mount 
(Cat No. 9990402). Los resultados se observaron al día siguiente en un 
microscopio ZEISS ApoTome.2. 
 
4.5. ELISA para la evaluación de la interacción de los péptidos con ROP5 
 
Se realizó un ELISA tipo sándwich (Figura 5) para detectar la interacción de 
los péptidos con ROP5. Las placas Thermo Scientific™ Nunc™ MicroWell™ 
MaxiSorp™ (Cat No. 442404) se sensibilizaron overnight a 4 °C con 50 µL/pozo 
del anticuerpo anti-ROP5 diluido en ELISA Coating Buffer 5X de BioLegend (Cat 
No. 421701) (solución de trabajo al 1X en agua desionizada). Al día siguiente, 
cada pozo se lavó con el buffer de lavado (PBS 1X, 0.05% Tween-20 (cada 
paso de lavado se realizó por triplicado) y se bloqueó la placa con 200 µL/pozo 
del buffer de bloqueo (PBS 1X, 0.05% Tween 20, 0.5% BSA) durante 1 hora. Al 
mismo tiempo que se bloqueaba la placa, se preparó el lisado de taquizoitos de 
T. gondii RH (en total se lisaron 10 millones de taquizoitos libres de células). 
Brevemente, se centrifugaron los taquizoitos a 1300 g durante 1 minuto, se 





NP40, inhibidor de proteinasa 1X, buffer lisis), finalmente se dejaron 30 minutos 
en hielo y se centrifugó a 1300 g durante 20 minutos para tomar el sobrenadante 
y cuantificar la cantidad de proteína en el espectrofotómetro NanoDrop 1000. Al 
terminar de bloquear la placa, se lavó y se añadieron 50 µL/pozo de proteína 
total de los taquizoitos a una concentración de 15 µg/mL (diluida en PBS 1X, 
BSA 1%) durante 1 hora agitando a temperatura ambiente. Más tarde, se lavó 
la placa y se añadieron 50 µL/pozo de los péptidos a concentraciones de 20 
µg/mL y 7 µg/mL (diluidos en PBS 1X, BSA 1%) durante 2 horas agitando a 
temperatura ambiente. A continuación, se lavó la placa y se añadieron 50 
µL/pozo del anticuerpo primario anti-TAT-AF594 (Innovagen AB, Lund, Suecia) 
1:1000 (diluido en PBS 1X, 0.05% Tween 20, 0.5% BSA) durante 1 hora 
agitando a temperatura ambiente. Paso seguido, se lavó la placa y se añadieron 
50 µL/pozo del anticuerpo secundario anti-Conejo-HRP 1:500 (diluido en PBS 
1X, 0.05% Tween 20, 0.5% BSA) durante 1 hora agitando a temperatura 
ambiente. Por último, se lavó la placa y se añadieron 100 µL de TMB y se incubó 
durante 10 minutos en la oscuridad, la reacción se detuvo añadiendo 50 µL de 
1N HCL. Se leyó la absorbancia de la placa a una longitud de onda de 450 nm 
y una longitud de onda de referencia de 570 nm en el lector de placa Infinite® 








Figura 5. Representación esquemática de la ELISA tipo sándwich que se diseñó 
en el presente estudio para detectar la interacción entre el péptido de la H4 de 





4.6. Ensayos de replicación de T. gondii en células iMEF-BL/6 
 
El crecimiento de T. gondii en células iMEF-BL/6 no estimuladas y 
estimuladas con IFN-γ de ratón, se determinó mediante la medición del cambio 
de absorbancia en células, previamente incubadas con los péptidos, infectadas 
con parásitos YFP. Se sembraron 50.000 células por pozo en placas de 48 
pozos, asegurándose que la mitad de los pozos con células iMEF-BL/6 se 
añadiera un estímulo con 500 U mL-1 IFN-γ y 24 horas después se removió el 
medio y se dejaron incubando durante 1 hora o 4 horas en presencia de 100 µL 
de los péptidos a una concentración final en los pozos de 50 µM o 150 µM 
(diluidos en DMEM 10% SFB). Cumplida las 4 horas, se lavaron los pozos con 
DMEM 10% SFB para remover el exceso de péptido y se infectaron las células 
con 100.000 taquizoitos de T. gondii RH-YFP. Luego de 24 horas de infección, 
las células se tripsinizaron, se centrifugaron una vez a 1200 g durante 5 minutos, 
se descartó el sobrenadante y se resuspendió el pellet en PBS 1X para 
centrifugar una última a 1200 g durante 5 minutos y lavar el exceso de medio. 
Este último pellet se resuspendió nuevamente en PBS 1X y se añadieron 100 
µL de cada muestra en una placa de 96 pozos. Se leyó la fluorescencia de las 
muestras a una longitud de onda de excitación de 485 nm y una longitud de 
onda de emisión de 560 nm en el lector de placa Infinite® 200 PRO (Tecan 
Group Ltd., Suiza). 
 
4.7. Ensayos de entrada de T. gondii en células iMEF-BL/6 
 
La entrada de T. gondii en células iMEF-BL/6 no estimuladas y estimuladas 
con IFN-γ de ratón, se determinó mediante la medición del cambio de 
absorbancia en células en las que se añadieron al mismo tiempo los péptidos y 
los parásitos YFP. Se sembraron 50.000 células por pozo en placas de 48 
pozos, estimulando la mitad de la placa con 500 U mL-1 IFN-γ, y 24 horas 
después se añadieron al mismo tiempo 100 µL de los péptidos a una 





T. gondii RH-YFP durante 1.5 o 2 horas. Después de estos periodos de 
infección, se recolectó el sobrenadante de los pozos y se añadieron 100 µL de 
cada muestra en una placa de 96 pozos. Se leyó la fluorescencia de las 
muestras a una longitud de onda de excitación de 485 nm y una longitud de 
onda de emisión de 560 nm en el lector de placa Infinite® 200 PRO (Tecan 
Group Ltd., Suiza). 
 
4.8. Análisis estadístico 
 
Se realizaron pruebas de igualdad de medias entre pares de grupos, bajo 
el problema de Behrens-Fisher el cual consiste en contrastar las medias de dos 
poblaciones normales independientes, pero con varianzas diferentes. El 
estadístico de prueba utilizado es el estadístico W, cuya distribución bajo la 
hipótesis nula se aproxima a una Chi-cuadrado con 1 grado de libertad, esto es 









 ∙ (X̅1 −  X̅2)  ≈ 𝜒𝑝
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5.1. Identificación de un péptido derivado de la hélice 4 de IRGb2-b1-CIM 
 
Según el enfoque bioinformático, se encontró que 11 de 631 descriptores 
(Anexo 1) mostraban una frecuencia de 0.454 ± 0.001 que resaltan los 
aminoácidos presentes en la hélice 4 de IRGa6 208-DIRLNCVNTFREN-220 con 
un umbral de 0.7 (Anexo 2). También se encontró que con una frecuencia de 
0.454 se obtenía, al igual que en IRGa6, una región de alta energía que se 
encuentra en la hélice 4 de IRGb2-b1-CIM, pero no en la hélice 4 de IRGb2-b1-
LAB (Figuras 6B y 6C), evidenciando la importancia de los polimorfismos en 
esta región para explicar la interacción sugerida entre IRGb2-b1-CIM y ROP5B 
(Figura 7). IRGa6 e IRGb2-b1-CIM compartieron la frecuencia de 0.454 en su 
respectiva región de interacción de la hélice 4 solo con el descriptor 391 (Figuras 
6A y 6B). Por lo tanto, se identificó un péptido de 20 aminoácidos derivado de 
la hélice 4 de IRGb2-b1-CIM (NRE de aquí en adelante), cuya estructura 
terciaria predicha muestra que se forma una hélice-α entre los aminoácidos 2-
RENILKSLRNCISSN-16 (Figura 8A). Se diseñó un péptido (TAT-Scramble) de 
tal forma que tuviera una frecuencia similar de los aminoácidos del péptido NRE, 
para tenerlo como control de la especificidad de la secuencia de los péptidos 
NRE y TAT-NRE en su posible interacción con ROP5B, y su estructura predicha 
también mostró que en su mayoría se trata de una hélice-α (Figura 8C). Se 
obtuvo un modelo de acoplamiento entre el péptido NRE y ROP5B (Figuras 9 y 
10) con el servidor ClusPro, observándose que el péptido podría interactuar con 
ROP5B en la misma interfaz responsable de la interacción entre IRGa6 y 
ROP5B y la mayoría de las interacciones que podrían ocurrir entre NRE y 
ROP5B son de tipo Van der Waals (Tabla 1 – Anexo 3). Los péptidos que se 







Figura 6. Análisis de tiempo-frecuencia en IRGa6 y sus parálogos IRGb2-b1-CIM e IRGb2-b1-LAB. El gráfico muestra dos regiones de energía con 
una frecuencia (0.454 ± 0.001) que cubre tanto la hélice 4 208-DIRLNCVNTFREN-220 de IRGa6 (A) como la hélice 4 194-NRENILKSLRNCISSNLKEC-
213 de IRGb2-b1-CIM (B) pero no en la hélice 4 194-NRENILKSIRICLSSNLKER-213 de IRGb2-b1-LAB (C). Estos hallazgos se obtuvieron bajo el 























Figura 7. Alineamiento múltiple de secuencia de las proteínas IRGb2 en diversas cepas de ratones. Se resaltan la 
hélice, la región αd y la hélice 4 que son las responsables de la interacción descrita de IRGa6 con ROP5B. Todas 
estas proteínas tienen una alta identidad en la hélice 4, resaltando solo 5 residuos polimórficos a lo largo de esta 
estructura.  Se resalta la región correspondiente al péptido NRE, la cual incluye toda la hélice 4 y otros aminoácidos 
adicionales hacia las regiones N-terminal y C-terminal. La región del péptido NRE en comparación con la proteína 
IRGb2-LAB tiene 4 residuos polimórficos. 
Péptido NRE 




























Figura 8. Estructuras predichas de los péptidos NRE, TAT-NRE y TAT-
Scramble. El péptido NRE (A) tiene regiones amino y carboxilo terminales 
anfipáticas. En los péptidos TAT-NRE (B) y TAT-Scramble (C) se evidencia el 
perfil hidrofílico de la secuencia TAT que fue una modificación N-terminal con la 
que se sintetizaron dichos péptidos para mejorar el uptake en las células. Todos 
los péptidos se predijeron como hélices-α mayoritariamente (rojo: hidrofóbico, 








Tabla 1. Interacciones predichas en RING v2.0.1 entre NRE y ROP5B. 
Péptido NRE ROP5B (PDB 3Q5Z) Interacción 
Arg 2 Ser 535 VDW 
Arg 2 Ser 536 VDW, puente de hidrógeno 
Leu 6 Ile 363, Asp 360 VDW 
Lys 7 Asp 360 VDW, iónica, puente de hidrógeno 
Leu 9 Ile 363, Thr 493, Pro 494 VDW 
Cys 12 Pro 494 VDW 
Ile 13 Ile 363, Thr 493, Pro 494 VDW 
Asn 16 Ser 491 Puente de hidrógeno 
Leu 17 Tyr 355 VDW 
Cys 20 Phe 460 VWD 
Cys 20 Lys 471 Puente de hidrógeno 
 
Tabla 2. Propiedades fisicoquímicas predichas de los péptidos evaluados y sus 
modificaciones. aa: aminoácidos, M (Da): masa molar en Dalton, PI: punto 
isoeléctrico, en rojo se resalta la modificación de la secuencia TAT. 




NRE NRENILKSLRNCISSNLKEC 20 2552.94 8.54 2 Básico Acetilación – 
MiniPEG1 
Amidación 
TAT-NRE YGRKKRRQRRRNRENILKSLRNCISSNLKEC 31 4094.76 12.08 10 Básico Acetilación – 
MiniPEG1 
Amidación 
TAT-Scramble YGRKKRRQRRRIELNSSLNSCENNLRRRNNC 31 4109.65 12.22 9 Básico Acetilación – 
MiniPEG1 
Amidación 

































Figura 9. Acoplamiento molecular del péptido NRE y ROP5B. Modelo de cintas de la interfaz de interacción (A) 
predicha del péptido NRE (rojo) y ROP5B (azul) y sus propiedades hidrofóbicas/hidrofílicas (D, E y F). Se representa 
la superficie del complejo sin (B y E) y con (C y F) el péptido NRE. Se resaltan los aminoácidos de ROP5B 
responsables de la interacción con IRGa6 (amarillo), con IRGa6 y también predichos de interactuar con NRE 
(magenta) y los aminoácidos exclusivos de la interacción predicha con NRE (verde). 
A B C 




























Figura 10. Aminoácidos implicados en la interacción predicha entre NRE y 
ROP5B. Se detallan los átomos de cada aminoácido y se resaltan los 
aminoácidos de ROP5B responsables de la interacción con IRGa6 y también 
predichos de interactuar con NRE (magenta) y los aminoácidos exclusivos de la 






5.2. El péptido NRE no es citotóxico para las células iMEF-BL/6 
 
Se realizó un ensayo de reducción de tetrazolio de MTT para medir la 
viabilidad metabólica de las células iMEF-BL/6 luego de estar incubadas durante 
24 horas en presencia de cada uno de los péptidos. La actividad citotóxica del 
péptido NRE en las células iMEF-BL/6 después de 24 horas de incubación no 
mostró disminución de la viabilidad (Figura 11), mientras que el péptido TAT-
Scramble mostró una clara tendencia a disminuir la viabilidad celular a partir de 

























Figura 11. Efecto de los péptidos NRE (línea azul) y TAT-Scramble (línea 
morada) en la viabilidad de células iMEF-BL/6. El control negativo de viabilidad 
(CN) se está representado por los puntos negros, los cuales fueron pozos de 
células tratadas con LDH Assay Lysis Buffer 1X. Las barras de error indican la 





5.3. El péptido TAT-NRE se internaliza en las células iMEF-BL/6 
 
Para comprobar la captación de los péptidos evaluados en las células iMEF-
BL/6 se realizó una inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo primario anti-
TAT-AF594 (1:100, 1:500 y 1:1000) y como anticuerpo secundario donkey-anti-
rabbit-IgG-AF488 (1:1000). En comparación con el control de las células iMEF-
BL/6 sin péptidos, se observa que las células incubadas con los péptidos TAT-
Control y TAT-NRE tienen un patrón granular de fluorescencia, observándose 
la captación de ambos péptidos (Figura 12 filas TAT-Control y TAT-NRE). El 
péptido TAT-NRE fue el que mostró una señal más clara de captación, 
evidenciándose patrones granulares de fluorescencia hasta zonas cercanas al 
núcleo con cualquier dilución de anti-TAT-AF594. El péptido TAT-Scramble no 
mostró una señal de captación con las diluciones de anti-TAT-AF594 que se 
usaron para este péptido (1:500 y 1:1000), evidenciándose un background de 
fluorescencia similar al control sin ninguno de los péptidos. El péptido TAT-
Control mostró una señal de captación más clara usando una dilución de anti-
TAT-AF594 de 1:100, en cambio con una dilución 1:500 se observa una señal 





























































1:500 1:500 1:1000 1:1000 1:100 1:100 
Figura 12.  Localización de los péptidos TAT-Control, TAT-NRE y TAT-Scramble incubados en células iMEF-BL/6. Se evaluó el uptake en 
células iMEF-BL/6 mediante inmunofluorescencia usando diferentes concentraciones del anticuerpo primario anti-TAT-AF594 (1:100, 1:500, 
1:1000). Cada péptido se añadió a una concentración de 50 µM y se dejaron incubando las células durante 4 horas. Cada foto fue obtenida 





5.4. El péptido TAT-NRE interactúa con la proteína ROP5 de Toxoplasma 
gondii RH 
 
Con el fin de detectar la interacción de los péptidos con ROP5, se realizó una 
ELISA tipo sándwich, usando los péptidos TAT-NRE, TAT-Scramble y TAT-
Control. Se detectó una señal de absorbancia significativamente mayor en el 
péptido TAT-NRE (absorbancia 1.36 – 2.36) en comparación con la de los 
péptidos TAT-Scramble (absorbancia 0.24 – 0.70) y TAT-Control (absorbancia 
0.12 – 0.13) (Figura 13), evidenciándose una relación directamente proporcional 
entre la concentración del péptido y la absorbancia, sugiriendo una mejor 
interacción con dicho péptido. El péptido TAT-Scramble también tuvo una señal 
de absorbancia significativa en comparación con el péptido TAT-Control, 
evidenciando que es posible que ROP5 pueda interactuar con un péptido similar 
en frecuencia de aminoácidos y propiedades fisicoquímicas al derivado de la 
hélice 4 de IRGb2-b1-CIM. El péptido TAT-Control, tal como se esperaba, 
obtuvo unas señales de absorbancia parecidas a los de diferentes controles en 
los cuales no se añadió péptido (absorbancia 0.008 – 0.04), o no se añadió el 







































Figura 13. Interacción del péptido TAT-NRE con ROP5B detectada por una 
ELISA tipo sándwich. Los pozos de TAT-NRE, TAT-Scramble y TAT-Control se 
sensibilizaron usando como anticuerpo de captura un anticuerpo anti-ROP5 y 
como anticuerpos de detección un anticuerpo primario anti-TAT-AF594 (1:1000) 
y un anticuerpo secundario anti-Conejo-HRP (1:500). Se muestra el valor de 
absorbancia de cada réplica y una curva de tendencia para los péptidos TAT-






5.5. El péptido NRE reduce significativamente la replicación de T. gondii 
RH 
 
Para medir el efecto de los péptidos en la replicación de los taquizoitos de 
T. gondii RH, se infectaron células iMEF (con o sin estímulo previo de IFN-γ) 
con parásitos RH-YFP y se esperaba tener bajas señales de fluorescencia en 
los pellets de las células infectadas que se incubaron con los péptidos NRE y 
TAT-NRE en comparación con los de células infectadas que no se incubaron 
con dichos péptidos. En las células que se incubaron durante 4 horas con los 
péptidos antes de ser infectadas por 6 horas, no se encontraron diferencias 
significativas en las señales de fluorescencia de las células infectadas que 
fueron incubadas con 50 µM del péptido NRE o TAT-Scramble, en comparación 
con las células infectadas sin péptido (Figuras 14A y 14B). Por el contrario, los 
pozos con células incubadas durante 4 horas con los péptidos e infectadas 
durante 24 horas (Figuras 14C y 14D), se encontraron señales de fluorescencia 
significativamente reducidas (*P = 0.0374) en los pozos incubados con 50 µM 
del péptido NRE en comparación con las células infectadas sin péptido que 
fueron estimuladas con IFN-γ (Figura 14D). Con base en lo anterior, se realizó 
otro experimento usando una concentración de 150 µM del péptido NRE, pero 
incubándolo solo 1 hora en las células previamente estimuladas con IFN-γ antes 
de ser infectadas por 24 horas, encontrando que las señales de fluorescencia 
estaban reducidas significativamente en comparación con las células infectadas 






































Figura 14. Efecto de los péptidos NRE y TAT-Scramble en la replicación de los 
taquizoitos de Toxoplasma gondii RH-YFP en células iMEF-BL/6.  Las células 








a ser infectadas se incubaron con 50 µM (A – D) o 150 µM (E) de los péptidos. 
Se midió la fluorescencia inferior en cada pozo que contenía 100 µL del pellet 
homogenizado de las células de cada grupo. Las barras de error indican la 
media y la desviación estándar para cada grupo. Se realizó una prueba de 
igualdad de medias entre pares de grupos, bajo el problema de Behrens-Fisher, 
utilizando el estadístico de prueba W, *P < 0.05.  
5.6. Los péptidos NRE y TAT-NRE no reducen la entrada de T. gondii RH 
 
Para medir el efecto de los péptidos en la entrada de los taquizoitos de T. 
gondii RH, se infectaron células iMEF (con o sin estímulo previo de IFN-γ) con 
parásitos RH-YFP y se añadieron al mismo tiempo los péptidos esperando tener 
elevadas señales de fluorescencia en los sobrenadantes del medio de los pozos 
con células infectadas que se incubaron con 50 µM de los péptidos NRE, TAT-
NRE y TAT-Scramble en comparación con las células infectadas que no se 
incubaron con dichos péptidos. En las células que se infectaron e incubaron 
durante 1.5 horas (Figuras 15A y 15B), no se encontraron señales de 
fluorescencia elevadas significativamente en ninguna de las células incubadas 
con algunos de los péptidos, independiente del estímulo con IFN-γ, en 
comparación con las células infectadas sin péptidos. Se realizó otro 
experimento, cambiando el tiempo de incubación e infección durante 2 horas en 
células sin estímulo con IFN-γ, encontrando señales de fluorescencia similares 
en todas las células incubadas con algunos de los péptidos en comparación con 
































Figura 15. Efecto de los péptidos NRE, TAT-NRE y TAT-Scramble en la entrada 
de los taquizoitos de Toxoplasma gondii RH-YFP en células iMEF-BL/6. Las 
células iMEF-BL/6 se cultivaron sin (A y C) o con (B) estímulo de IFN-γ previo a 
la infección e incubación simultánea con los péptidos a una concentración de 
50 µM. Se midió la fluorescencia superior en cada pozo que contenía 100 µL de 
medio DMEM en el que se incubaron las células de cada grupo.  Las barras de 
error indican la media y la desviación estándar para cada grupo. Se realizó una 
prueba de igualdad de medias entre pares de grupos, bajo el problema de 









La restricción del crecimiento de T. gondii en ratones depende de las 
proteínas IRG y GBP (proteínas de unión a guanilato) inducibles por IFN-γ que 
se acumulan en la membrana de la vacuola parasitofora, lo que lleva a su rotura, 
muerte del parásito y muerte necrótica de la célula huésped (18,81). T. gondii 
es un parásito bien adaptado y sus cepas virulentas son capaces de evadir la 
respuesta inmune de las células murinas mediante la secreción de proteínas 
que inactivan la función de las proteínas IRG y GBP (55,82). En las cepas 
virulentas tipo I, el proceso es impulsado por las proteínas cinasas y 
pseudoquinasas de la roptria llamadas ROP y ahora son bien conocidos los 
mecanismos de interacción entre las ROP y las IRG que producen el balance 
entre virulencia/resistencia en ratones (27,53,55,83). Por ejemplo, en ratones 
de laboratorio susceptibles, el parásito secreta la pseudoquinasa ROP5B y esta 
proteína interactúa directamente con IRGa6, exponiendo unos aminoácidos que 
permiten que pueda ser fosforilada por ROP18, bloqueando su actividad sobre 
la vacuola del parásito y permitiendo la replicación del parásito (59,61). Sin 
embargo, en una cepa de ratones silvestres de la India, llamada CIM, se 
demostró que las proteínas IRG polimórficas del cromosoma 11 protegen a 
estos ratones de las infecciones por cepas virulentas tipo I de T. gondii y la 
proteína IRG en tándem altamente polimórfica IRGb2-b1-CIM estaba implicada 
en esta resistencia, sugiriéndose que tenía una estructura similar a la IRGa6 
que le permitía interactuar con ROP5B, lo cual a su vez permitía a IRGa6 romper 
la membrana de la vacuola parasitofora, impidiendo la replicación del parásito 
(29). Recientemente, se ha demostrado mediante la eliminación de genes y la 
complementación, que la variación polimórfica en IRGb2-b1 es responsable de 
la restricción de cepas virulentas tipo I de T. gondii en células CIM y el fracaso 






En este trabajo hemos reproducido la interacción descrita entre IRGa6 y 
ROP5B, dándose como interfaz de interacción de IRGa6 su hélice 4 (53), al 
identificar en el espectro de la secuencia correspondiente a la hélice de IRGa6 
(208-DIRLNCVNTFREN-220), un claro patrón energético (Figura 6A y Anexo 2) 
con diferentes distribuciones del análisis de tiempo-frecuencia. Al buscar en las 
hélices 4 de IRGb2-b1-CIM (194-NRENILKSLRNCISSNLKEC-213) e IRGb2-
b1-LAB (194-NRENILKSIRICLSSNLKER-213), patrones energéticos en la 
misma frecuencia al encontrado en la hélice 4 de IRGa6, se encontró un 
descriptor que resalta la hélice 4 de IRGb2-b1-CIM en el mismo rango de 
frecuencia (Figura 6B), pero no en IRGb2-b1-LAB (Figura 6C). Si bien, 
observamos parches de energía más prominentes en otros rangos de 
frecuencia y en diferentes regiones de estas tres proteínas, probablemente no 
están relacionadas con la interacción, dado que regiones grandes con 
estructuras secundarias, pueden sobresalir más con sus periodogramas que los 
parches de interacción porque las regiones de interacción se encuentran en solo 
unos pocos aminoácidos sin suficiente información periódica. Lo anterior 
sugiere que las frecuencias y los parches de energía compartidos en las 
regiones de interacción ortóloga o paráloga, siendo esta última el caso de IRGa6 
e IRGb2-b1-CIM, no se deben a similitudes de secuencia dado que no existe 
conservación de secuencia entre la hélice 4 de IRGa6 y la hélice 4 de IRGb2-
b1-CIM (Figura 6A y 6B). De hecho, se ha demostrado que la hélice 4 de IRGb2-
b1-CIM se encuentra bajo selección divergente reciente, sugiriendo que dicha 
región es la responsable de la interacción entre IRGb2-b1-CIM y ROP5B (29) y 
lo cual es coherente con los polimorfismos que se encuentran en esta región de 
las proteínas IRGb2-b1 de diversas cepas de ratones (Figura 7). La estructura 
predicha del péptido NRE confirmó que en su mayoría se trata de una hélice-α 
con regiones amino y carboxilo terminales anfipáticas (Figura 8A) y la 
modificación TAT no afecta su estructura más allá de darle una propiedad 






Se predijo un modelo del acoplamiento entre el péptido NRE y ROP5B 
(Figura 9A), observando que es posible que pueda acoplarse en una interfaz 
cercana a la de interacción previamente caracterizada entre IRGa6 y ROP5B 
(Figura 9D) (53). De hecho, algunos aminoácidos de ROP5B predichos de 
interactuar con el péptido NRE (Tabla 1 y Figura 10) como TYR-355, ASP-360 
SER-491, THR-493 y PRO-494 también están implicados en la interacción de 
ROP5B e IRGa6 (PDB 4LV5) (53). Además, es necesario resaltar que la 
mayoría de interacciones que teóricamente podrían ocurrir entre ROP5B y NRE 
son de tipo Van der Waals (Tabla 1), siendo este tipo de interacciones las que 
también ocurren en su mayoría entre ROP5B e IRGa6, específicamente con los 
aminoácidos TYR-355, THR-493 y PRO-494 (53).  
 
Las modificaciones con las que se sintetizaron los péptidos explican el por 
qué no se encontró una disminución en la viabilidad metabólica de las células 
iMEF-BL/6 al ser incubadas con el péptido NRE (Figura 11 – línea azul), y solo 
observándose una reducción del 30% en las células que fueron incubadas con 
el péptido TAT-Scramble (Figura 11 – línea morada) en concentraciones > 110 
µM. No se evaluó el efecto en la viabilidad metabólica del péptido TAT dado que 
no se reporta citotoxicidad por parte de este péptido (84) usando una 
concentración similar a la nuestra (50 µM), encontrando una reducción de la 
viabilidad alrededor del 14% en células HeLa y alrededor del 5% en células 
CHO. Es necesario destacar el hecho que se pudo evidenciar la captación de 
los péptidos TAT y TAT-NRE (Figura 12) sugiriendo que la disminución 
posteriormente encontrada en la replicación del parásito si es debido a un efecto 
del péptido. Se observaron patrones granulares de fluorescencia similares a los 
reportados en otros estudios que evalúan la captación del péptido TAT usando 
una concentración de 10 µM y un periodo de incubación de 30 minutos en 
células Cos-7, HEK293, HeLa y MDCK (85). El péptido TAT-Scramble fue el 
único que no mostró una señal de internalización, sin embargo, no se puede 





anticuerpo primario anti-TAT-AF594, y quizás con este péptido suceda lo misma 
que en el péptido TAT, el cual mostró una mejor señal de captación con la 
dilución 1:100.  
 
Aquí hemos mostrado que el péptido TAT-NRE se une a ROP5B mediante 
una ELISA tipo sándwich (Figura 13) de una manera dependiente de la 
concentración y específica de secuencia al no verse una señal igual de elevada 
con el péptido TAT-Scramble. Consistente con lo anterior, se ha reportado que 
la región αd y la hélice 4 (H4) de IRGb2CIM son las responsables de reconocer 
a ROP5B dado que al diseñarse una proteína quimera de IRGb2-b1, donde αd 
y H4 se reemplazaron con las respectivas secuencias de IRGb2-LAB seguidas 
de IRGb1-LAB de longitud completa, su unión a ROP5B fue casi eliminada y 
confirmada mediante un ensayo de complementación de fragmentos de 
proteínas (PCA por sus siglas en inglés) y el sistema de dos híbridos en levadura 
(Y2H por sus siglas en inglés) (30). Además, se ha demostrado la unión de 
ROP5B con IRGb2-b1-CIM pero no con IRGb2-b1-BL/6 a través de co-
inmunoprecipitados de lisados de células infectadas con T. gondii-RHΔROP5 + 
A/B, lo que sugiere que los residuos polimórficos de IRGb2-b1 determinan la 
interacción (30).  
 
La función de IRGb2-b1-CIM es atenuar la virulencia del parásito debido a 
que inhibe su replicación al actuar como señuelo de ROP5B e inhibir su función 
(29,30) y de esta forma las proteínas efectoras IRGa6, IRGb6 e IRGb10 en 
células estimuladas con IFN-γ se pueden acumular en la membrana de la 
vacuola parasitofora para romperla (30,44). Dado lo anterior, decidimos evaluar 
el efecto del péptido NRE en la replicación de taquizoitos RH-YFP en células 
iMEF-BL/6, comparando antes y después de ser estimuladas con IFN-γ, 
teniendo como control células infectadas que no se incubaron con los péptidos 
y como control de especificidad de la secuencia el péptido TAT-Scramble 





luego de haberse incubado durante 4 horas en las células antes de que fueran 
infectadas con un MOI de 1, se redujo significativamente las señales de 
fluorescencia en aquellas células que se dejaron infectando durante 24 horas 
(Figura 14D), sugiriéndose que este péptido tiene un efecto en la replicación del 
parásito al compararse con las señales de células infectadas sin péptidos y es 
específico de su secuencia dado que el péptido TAT-Scramble, que tiene una 
frecuencia similar de aminoácidos a la de NRE pero en diferente orden, no tuvo 
ningún efecto en la replicación del parásito incluso en las células que se dejaron 
infectando durante 6 horas. Con base en lo anterior, se realizó un último 
experimento incrementando la concentración de NRE hasta 150 µM y 
reduciendo su tiempo de incubación en 1 hora, encontrando que también hay 
una reducción significativa en las señales de fluorescencia (Figura 14E). 
Nuestra hipótesis de haber seleccionado un péptido derivado de la hélice 4 de 
IRGb2-CIM y el encontrar bajo ciertas condiciones que tiene un efecto en la 
replicación del parásito en células iMEF-BL/6, es complementada con lo 
reportado que la deficiencia de IRGb2-b1-BL/6 para inhibir la función de ROP5B 
no solo se debe a su baja expresión en células de ratones BL/6, sino por sus 
polimorfismos en las estructuras αd y hélice 4 (30) dado que la sobrexpresión 
de IRGb2-b1-BL/6 en células MEF-BL/6 no se relacionó con el aumento de la 
carga de IRGb6-BL/6 en la vacuola parasitófora (29) pero cuando se 
transfectaron con IRGb2-b1-CIM se redujo la fosforilación de IRGa6-BL/6 (29). 
 
En los ensayos de entrada no se encontraron señales de fluorescencia 
elevadas en ninguna de las células tratadas con alguno de los péptidos 
independiente de la condición que las células estuviesen o no estimuladas con 
IFN-γ (Figura 15). Lo anterior indica que los péptidos derivados de la hélice 4 
no tienen ningún papel para reducir la entrada de los parásitos pese a que 
posiblemente interactúen con ROP5 que es secretada durante el proceso de 
entrada a la célula huesped (86). Esto es similar a lo encontrado anteriormente 





estimuladas con IFN-γ que se infectaron con parásitos que tenían los alelos 
virulentos RH tipo I de ROP5 o los alelos virulentos tipo II de ROP5, sugiriendo 
































• El software de análisis de tiempo-frecuencia predijo un péptido de 20 
aminoácidos responsables de la posible interacción ROP5B/IRGb2-CIM y 
reprodujo la interacción ROP5B/IRGa6.  
 
• El péptido NRE no es citotóxico para las células iMEF-BL/6 en 
concentraciones que van desde 5 µM hasta 150 µM.  
 
• Se evidenció la captación del péptido NRE en células iMEF-BL/6. 
 
• Se evidenció la interacción entre ROP5 y el péptido NRE mediante una 
ELISA tipo sándwich.  
 
• Se evidenció el efecto del péptido NRE en la replicación de T. gondii RH-
YFP en un modelo de infección de células iMEF-BL/6 estimuladas con IFN-
γ. 
 
• El péptido NRE no reduce la infección T. gondii RH-YFP en un modelo de 















8. ASPECTOS BIOÉTICOS 
 
Los procedimientos in vitro que fueron descritos anteriormente, se ejecutaron 
en el Instituto de Virología de la Universidad de Freiburg, el cual cuenta con la 
normatividad, las instalaciones y los equipos necesarios para el desarrollo del 
proyecto. Así mismo, el proyecto se realizó con el respaldo del grupo de estudio 
en parasitología molecular (GEPAMOL), líder nacional en investigación en 
toxoplasmosis y grupo con mayor productividad en términos de publicaciones 
en revistas indexadas en el tema de la toxoplasmosis. También se contó con el 
respaldo del grupo de investigación y asesoría en estadística de la universidad 
del Quindío, el cual se encargó de desarrollar el algoritmo para predecir in silico 
el péptido que se evaluó en el presente proyecto. En todos los procedimientos 
in vitro se tuvieron en cuenta las normas de bioseguridad establecidas en el 
Instituto de Virología de la Universidad de Freibug que velan por la integridad 
de los investigadores y del medio ambiente, dentro de las cuales se encuentran 
de manera general: el uso cabinas de flujo laminar tipo II, la eliminación de 
residuos con riesgo biológico en bolsas rojas debidamente rotuladas, la 
inactivación de reactivos, uso de guantes de nitrilo, gafas, tapabocas y bata. La 
difusión del diseño metodológico y los resultados alcanzados se realizó en el XI 
Encuentro Nacional de Enfermedades Infecciosas. Así mismo, fue aceptado un 
artículo de la metodología y los resultados in silico en la revista internacional 















• Se recomienda evaluar el efecto del péptido NRE modificado en la 
replicación de T. gondii RH usando concentraciones inferiores a 50 µM 
variando en el tiempo de incubación para encontrar la concentración y el 
tiempo de incubación ideal para reducir la replicación del parásito.  
 
• Se recomienda evaluar la captación del péptido NRE modificado y repetir 
los ensayos de replicación usando este péptido, con una concentración de 
150 µM teniendo el grupo control de células iMEF-BL/6 sin estímulo de IFN-
γ. 
 
• Se recomienda realizar ensayos de replicación usando el péptido NRE sin 
ninguna de las modificaciones y el péptido TAT-NRE para compararlo con 
lo encontrado con el péptido NRE modificado.  
 
• Se recomienda realizar ensayos de replicación usando células derivadas de 
un ratón BL/6 que tengan el knockout de la proteína IRGb2-b1 para 
confirmar que el efecto es exclusivo de los péptidos derivados de la hélice 
4 de IRGb2-CIM. 
 
• Se recomienda realizar una ELISA tipo sándwich que permita detectar si la 
interacción de ROP5B con el péptido NRE es suficiente para evitar la unión 
de ROP5B con IRGa6-BL/6. 
 
• Se recomienda diseñar con la misma metodología in silico un péptido que 
sea derivado de la región αd y un péptido que contenga los residuos de la 
región αd y la hélice 4 de IRGb2-CIM para comparar a NRE y su efecto en 
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Anexo 1. Descriptores en los cuales se encontró una región de energía con una 
frecuencia (0.454 ± 0.001) que cubre la hélice 4 208-DIRLNCVNTFREN-220 de 
IRGa6-BL/6. 
# Nombre del descriptor Referencia Código AAindex 
319 Optimized average non-bonded energy per atom Oobatake et al., 1985 OOBM850104 
365 Weights for alpha-helix at the window position of 3 Qian-Sejnowski, 1988 QIAN880110 
366 Weights for alpha-helix at the window position of 4 Qian-Sejnowski, 1988 QIAN880111 
368 Weights for alpha-helix at the window position of 6 Qian-Sejnowski, 1988 QIAN880113 
374 Weights for beta-sheet at the window position of -1 Qian-Sejnowski, 1988 QIAN880119 
380 Weights for beta-sheet at the window position of 5 Qian-Sejnowski, 1988 QIAN880125 
381 Weights for beta-sheet at the window position of 6 Qian-Sejnowski, 1988 QIAN880126 
388 Weights for coil at the window position of 0 Qian-Sejnowski, 1988 QIAN880133 
390 Weights for coil at the window position of 2 Qian-Sejnowski, 1988 QIAN880135 
391 Weights for coil at the window position of 3 Qian-Sejnowski, 1988 QIAN880136 








































































Anexo 2. Análisis de tiempo-frecuencia en IRGa6. El gráfico muestra una región de energía con una frecuencia (0.454 ± 
0.001) que cubre la hélice 4 208-DIRLNCVNTFREN-220 de IRGa6-BL/6. El análisis y las figuras se obtuvieron usando el 




















Anexo 3. Output de resultados de las interacciones predichas en el software RING v2.0.1. Se detallan los aminoácidos 

















CYS 12 LEU 17 
CYS 20 
ASN 16 
ROP5B        NRE 
